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士を会合させ、励起二量体（エキシマー）を形成する（Fig. 2A）。このエキシマー形成は py-PL の
局所濃度に依存する。Py-PL を含有するドナーから py-PL を含まないアクセプターへ py-PL が輸送
されると、ドナー中の py-PL 濃度が低下し、エキシマー/モノマー蛍光強度比（E/M）が減衰する（Fig. 
2B）。SANS による脂質輸送評価では、片方のアシル鎖（パルミトイル基）を完全重水素化した PC
（d-PC）を用いる（Fig. 3）。中性子線の散乱強度は散乱体と媒質との散乱長密度差の 2 乗に比例す
る。また、重水素（D）は正、水素（H）は負の散乱長を有する。よって、d-PC で調製した D 体リ
ポソームと、通常の水素化 PC（h-PC）で調製した H 体リポソームを H2O/D2O 混合溶媒中で混合す
ると、脂質輸送に伴い、リポソームの散乱長密度が溶媒の散乱長密度に近づき、散乱強度が減少す
る（Fig. 4）。本研究では、蛍光や SANS 法により脂質輸送をリアルタイムに測定し、methyl-β-
cyclodextrin（MβCD）によるリン脂質輸送の速度論的解析と、脂質輸送タンパク質の機能メカニズ
ムの解明を行った。
第 1 章 Methyl-β-cyclodextrin による脂質輸送の速度論的解析 1 
 MβCD はリン脂質をリポソーム間で交換させる能力を持つ。MβCD のこの特性は、非対称リポソ
ームの調製や、培養細胞への脂質の導入などに利用されているが、これまでリン脂質輸送能に関す
る詳細な解析は行われていなかった。そこで、第 1 章では、ピレン蛍光を用いて、MβCD によるリ
ン脂質輸送の速度論的解析を試みた。
まず、ドナー/アクセプター共存下、MβCD を添加すると、E/M の減衰が観測された。これは、
MβCD が py-PL をドナー膜から引き抜いたことによる、もしくはアクセプター膜へ輸送したことに
よるエキシマーの解消を示している。一方、アクセプター非存在下では MβCD 添加による E/M の
論 文 内 容 の 要 旨
減衰は観測されなかったことから、E/M の減衰はアクセプターへの py-PL の輸送を反映しているこ






第 2 章 リン脂質輸送タンパク質 Sec14 の脂質輸送機構の解明 2 
Sec14 は酵母のリン脂質輸送タンパク質であり、in vitro において PC と PI を輸送する。また、




脂質交換モデルは証明されておらず、Sec14 の脂質輸送には不明な点が多い。そこで、第 2 章では、
蛍光および SANS 法により Sec14 の脂質輸送を測定し、その物理化学的な特性を評価した。 
まず、アクセプター非存在下で、ドナー懸濁液に Sec14 を添加したところ、E/M が減衰し、Sec14
による脂質の引き抜きが観測された。この引き抜きは py-PC や py-PI の場合に観測され、py-PG で
は起こらなかったため、Sec14 が PC と PI に対して基質選択性を持つことが明らかになった。 
次に、ドナー/アクセプター共存下において Sec14 による py-PC 輸送を評価し、その脂質膜組成依
存性を調べた。その結果、PI や phosphatidylserine（PS）などの酸性リン脂質によって E/M の減衰が
促進された。しかし、Sec14 による脂質の引き抜きによっても E/M が減衰するため、輸送の定量的
な解析が困難であった。そこで、SANS 法により Sec14 の PC 輸送を評価した。この評価法では、
Sec14 濃度（数 µM）が脂質濃度（30 mM）に比べ十分低く、脂質の引き抜きの影響を無視できる
が、この手法でも PI や PS による PC 輸送促進が観測された。様々な Sec14 濃度で PC 輸送を測定
し、Sec14 濃度に対して輸送の初速度をプロットし、見かけの解離定数（KD）を求めたところ、PI
や PS によって KD値は低下せず、酸性リン脂質によって Sec14 の膜結合性は上昇しないことが示さ
れた。したがって、酸性リン脂質による PC 輸送の促進は、Sec14 の膜上での脂質交換過程の促進
に起因することが示唆された。 
最後に、SANS 法により Sec14 による PC と PI の交換過程を評価した。ここでは、d-PC/PI（90:10）
と d-PC/PI（10:90）の 2 種類のリポソームを用い、両粒子間で d-PC と PI の交換が起きた場合に中




のことは、Sec14 は、基質を結合していない apo-form では膜からの解離が困難であることを示して
いる。これらの結果から、Sec14 は輸送先の膜から apo-form で解離するという、一方向の脂質輸送
を行うのではなく、輸送先で別の基質と結合して膜から解離するため、正味の脂質輸送を行うには
基質を 2 種類持つという性質が必要であることが明らかになった。 
第 3 章 Sec14 脂質輸送能に対する脂質膜パッキングの影響 2,3 
 Sec14 は Golgi 膜上で機能するが、Sec14 が如何にして Golgi 膜を認識するのか不明である。ヒト
の Sec14 ホモログタンパク質は高曲率膜に対し高い結合性を示すことが報告されている。また、細
胞の原形質膜は飽和脂質を多く含むのに対し、Golgi 膜は不飽和脂質を多く含む。そこで、第 3 章
では、膜曲率や脂質不飽和度が Sec14 機能にどう影響するのかを評価した。 
まず、Sec14 の脂質輸送に対する膜曲率の影響を SANS 法により評価した 2。その結果、d-PC リ
ポソームと h-PC リポソームがともに大きな一枚膜ベシクル（LUV、粒径約 120 nm）の場合に比べ、
両粒子が小さな一枚膜ベシクル（SUV、粒径約 30 nm）の場合に Sec14 の PC 輸送速度が大幅に上
昇した。一方、d-PC LUV と h-PC SUV の混合系を用いた PC の異粒子間輸送速度は、LUV 間や SUV
間の輸送速度よりも低かった。これらの結果から、Sec14 が高曲率膜の SUV に対して高い親和性を
持ち、SUV 間で速い脂質輸送を行うために、LUV へはほとんどアクセスしないことが示唆された。 
高曲率膜では脂質頭部間にすき間（packing defect）が生じるため、同様に packing defect を生じさ
せる頭部の小さいリン脂質（1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylethanolamine（POPE））の影響を評価し
た 3。その結果、POPE によって Sec14 の py-PC 輸送が促進された。また、リポソームフローテーシ
ョンアッセイにより、POPE によって Sec14 の膜結合量が増加することが判明した 3。したがって、
packing defect は Sec14 の膜結合性を高め、脂質輸送を促進することが明らかになった。 
 次に、Sec14 の脂質輸送に対する脂質不飽和度の影響を評価した 3。その結果、飽和脂質である
1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine（DPPC）は Sec14 による py-PC 輸送を抑制し、不飽和脂質である
1,2-dioleoylphosphatidylcholine（DOPC）は py-PC 輸送を促進した。ここで、脂質輸送を、ドナーか
らの脂質の引き抜きと、アクセプターへの脂質の送達に区別して評価するために、まず、アクセプ
ター非存在下で脂質の引き抜きを評価したところ、DPPC や DOPC は Sec14 による py-PC の引き抜
きに影響しなかった。次に、Sec14 とドナーをインキュベーションした後にアクセプターを添加す







 本研究では、ピレン蛍光や SANS を用いて MβCD や Sec14 による脂質輸送の物理化学的な特性
を明らかにした。MβCD がリン脂質を非選択的に輸送するに対し、Sec14 は高い基質選択性を持つ
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が減衰する。右図は py-PC 輸送に伴う蛍光スペクトル変化。各波長の蛍光強度を py-PC
モノマー（378 nm）の蛍光強度で規格化した。 
 Fig. 3. 重水素化 PC（d-PC）（A）と通常の軽水素の PC（h-PC）（B）の構造。 
Fig. 4. SANS 法による脂質輸送評価系の概略図。d-PC で調製した D 体リポソームと h-PC
で調製した H 体リポソームは、D2O/H2O 混合溶媒中で強い中性子散乱を示すが、両粒子
間で d-PC と h-PC が交換されると、中性子線の散乱強度が減衰する。 
Fig. 5. SANS 法による PC/PI 交換評価系の概略図。d-PC が豊富な D 体リポソームと軽水
素の PI が豊富な H 体リポソームは、D2O/H2O 混合溶媒中で強い中性子散乱を示すが、
両粒子間で d-PC と PI が交換されると、中性子線の散乱強度が減衰する。 
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